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1. Introduccién

Las actinobacterias o actinomicetos conforman un grupo ubicuo y heterogéneo de
microorganismos Gram positivos, filamentosas y representan uno de los grupos
mas grandes entre los 18 linajes reconocidos dentro del dominio bacteria, es decir,
entre el 20 y 60% de la poblacion microbiana total del suelo. Estas bacterias estan
ampliamente distribuidas en habitats terrestres, ambientes acuaticos de agua dulce
y marinos. Prefieren los medios alcalinos y son considerados microorganismos
saprofitos, ya que cumplen un importante rol en la descomposicién de la materia
organica y el ciclo del carbono mediante la produccion de diversas enzimas

hidroliticas y ligninoliticas (1).

Este grupo es relevante en términos biotecnolégicos y econdmicos, debido a que
produce mas de la mitad de los antibiéticos (2).

La actividad metabdlica y fisiolégica de las actinobacterias las transforma en
un grupo objetivo para biotecnologia debido a su produccion de enzimas
extracelulares y la formacién de una amplia variedad de metabolitos bioactivos que
desempefian un papel primordial en el mantenimiento, sefializacién y colonizacién
de su héabitat (2). Es asi como los miembros del género Streptomyces
principalmente, son productores de la mayoria de los antibidticos de uso frecuente
en clinica humana y/o animal (estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, etc.) y una
de las fuentes mas ricas en productos
naturales y agentes antitumorales, produciendo alrededor del 80% de todos los
metabolitos secundarios bioactivos, los conocimientos gendémicos recientes
parecen afectar la explotacién de estas bacterias metabdlicamente versétiles en

varios aspectos (3).

Dentro de los metabolitos secundarios con actividad antibidtica sintetizados por
Streptomyces spp., se destaca un grupo de compuestos denominados policétidos y
péptidos de sintetasas no ribosomal, entre los cuales se encuentran sustancias de

aplicacion en medicina y biotecnologia (1).



Producen moléculas que actian como inmunosupresores. fitotoxinas,
biopesticidas, biosurfactantes, nanoparticulas, probiéticos y enzimas involucradas
en la degradacion de polimeros complejos. Esta versatilidad de metabolitos hace de
estas bacterias, importantes herramientas para aplicaciones en el area
farmacéutica, médica, y biotecnolégica como en biorremediacion, biofertilizantes o

en el control biolégico de enfermedades de plantas de importancia agricola (2).
2. Justificacion

Las actinobacterias, son microorganismos que participan activamente en la
descomposicion de la materia organica de los suelos, y su importancia radica en
gue algunas especies producen metabolitos bioactivos/secundarios empleados en
el tratamiento de enfermedades provocadas por microorganismos patdégenosy a su
vez, utilizados en el area farmacoldgica. Estas bacterias contienen en su genoma,
genes biosintéticos que son capaces de codificar productos naturales utilizados en
la industria de alimentos, biotecnologia, etc. (4). Por lo anterior, es importante
conocer las técnicas moleculares necesarias para poder detectar sistemas
biosintéticos en este tipo de bacterias y predecir la produccién de metabolitos

secundarios de interés farmacolégico.
3. Objetivos

3.1 General
Estandarizar las técnicas moleculares para la deteccibn de sistemas

biosintéticos en actinobacterias.

3.2 Especificos
1. Desarrollar protocolos de los procedimientos para la deteccion de
sistemas biosintéticos

2. Describir genes biosintéticos en actinobacterias.



4. Marco teérico
4.1 Generalidades de actinobacterias

Las actinobacterias, también conocidas como actinomicetos, son un grupo de
bacterias Gram positivas, cuya composicion de G+C es de 63 a 78% guanina mas
citosina (G + C), encontrandose en el extremo superior de este limite con el
porcentaje de G + C mas alto que cualquier otra bacteria. (5). Sus células se elongan
y tienen la capacidad de formar un micelio filamentoso ramificado, pueden producir
esporas y algunas de ellas también pueden formar un micelio aéreo. La proporcién
y la magnitud de la elongacion de los filamentos (hifas) con ramificaciones laterales,
dependen de la cepa, del medio de crecimiento y de la temperatura de incubacion.
Se les ha llegado a comparar con los hongos debido a que comparten semejanzas
respecto al ciclo de vida de dicho grupo. Sin embargo, en la pared celular de las
actinobacterias se observa la presencia de peptidoglicano y el micelio formado por
éstas es mucho mas delgado que el de los hongos, caracteristicas que establecen

la diferencia entre ambos tipos de microorganismos (6).

Por otro lado, los actinomicetos son considerados microorganismos saprofitos, es
decir, obtienen su energia de materia organica muerta o en putrefaccion y por tal
motivo, cumplen un importante rol en la descomposicion de la materia organica y el
ciclo del carbono mediante la produccion de diversas enzimas hidroliticas y
ligninoliticas. Asi mismo, representan entre el 20 y 60% de la poblacion microbiana
total del suelo, pero también pueden encontrarse en ambientes acuaticos tanto

dulces como marinos (1).

4.2 Actinomicetos

Los actinomicetos son bacterias filamentosas que se encuentran ampliamente
distribuidas en el medio ambiente, son microorganismos con propiedades
quitinoliticas, alto contenido de guanina y citosina en su DNA, caracteristica que los
hace morfolégicamente diversos entre si y ayuda a diferenciarlos de otras bacterias

Gram positivas. (7). Debido a su amplia distribucion, se pueden encontrar en
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superficies rocosas y en suelo rizosférico, ricos en humus, hojarasca y estiércol,
sedimentos marinos. La mayoria de las especies son heterotrofas, aerobios,
mesofilas, crecen en un rango de temperatura entre 25°C y 30°C y son poco
tolerantes a la acidez, razon por la cual requieren pH neutro para su Optimo
crecimiento, aunque crecen en un rango de pH entre 5.0 y 9.0. A pesar de las
condiciones de crecimiento establecidas de manera general en la literatura, los

actinomicetos son microorganismos que se adaptan a otro tipo de condiciones (7).
4.2.1 ldentificacion de actinomicetos

El estudio de la morfologia de los actinomicetos sigue siendo dificil, y hoy en dia su
diagnéstico y clasificacion se basa principalmente en las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del microorganismo, ademas en pruebas

bioquimicas y moleculares (7).

El estudio de la morfologia de los actinomicetos sigue siendo dificil, y hoy en dia su
diagnéstico y clasificacion se basa principalmente en las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas del microorganismo, como por ejemplo en la forma
de la colonia, la estructura y tamafio del micelio aéreo, su fragmentacion en formas
cocoides, bacilares, presencia de espirales y bucles, ramificacién, fragmentacion y
disposicion de las pseudohifas y la presencia y contenido de esporas. Ademas, en
pruebas bioquimicas y metabdlicas, se basa en la presencia de los micelios en el
sustrato, la formacion de pigmentos solubles, el uso de fuentes de carbono,
movilidad, sensibilidad a determinados antibiGticos, propiedades proteoliticas,
presencia de oxidasas, reductasas o el uso de compuestos nitrogenados, asi como

también, el uso de técnicas moleculares para la caracterizacién de actinobacterias

(7).

Sin embargo, la identificacion y caracterizacion de los actinomicetos ha avanzado,
ya que se basaba Unicamente en caracteristicas morfologicas y fisiol6gicas para
lograr su clasificacién. Actualmente para establecer la adecuada caracterizaciéon de
estos microorganismos y lograr identificar el género e incluso especie, es necesario

el uso de herramientas como la microscopia de luz para determinar cada uno de los
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aspectos descritos anteriormente, ademas estudios fisioldgicos, determinar el tipo
de peptidoglicano, realizar pruebas de correlacion de la composicion de la pared
celular y a nivel molecular, mediante el analisis del contenido y relaciéon de guanina-
citosina presente en el ADN. Principalmente, las técnicas moleculares han aportado
al avance en la clasificacion bacteriana en la actualidad y los diferentes métodos de
clasificacion han surgido debido a la gran variedad dentro de la familia
Actinomycetaceae, especialmente dentro del género Streptomyces, el cual difiere
mucho en su morfologia, fisiologia, bioquimica y actividades como productores de
antibioticos. ElI género Streptomyces que se compone de un gran namero de
especies, ha presentado problemas en cuanto a su clasificacidn, ya que no se ha
establecido un Unico método para llegar a su identificacién. Por esta razon, es
importante establecer pardmetros definidos en cuanto a la caracterizacion
morfologica y fisiologica, de los actinomicetos como la estructura y fragmentacion
del micelio, formacién de estructuras de reproduccién, crecimiento en diferentes

medios de cultivo, entre otros (7).
4.3 Streptomyces

Este género ha recibido particular atencién por tres principales motivos; primero, se
encuentra en abundancia en el suelo y juega un importante rol en el ciclo del
carbono, puede hidrolizar un amplio rango de polisacaridos (celulosa, quitina y
xilano) y otras macromoléculas naturales, esta accién es por la produccion de
diversas exoenzimas hidroliticas; segundo, el género exhibe amplia extension
filogenética, representado por mas de 500 especies identificadas; y tercero,
producen una diversidad de metabolitos secundarios bioactivos, asi, son los mas
interesantes para la industria y la medicina (8).

Cuando la secuencia del genoma de S.coelicolor fue publicado se observo que tiene
un gran potencial para producir metabolitos secundarios, ya que fueron identificados
18 clusters genéticos biosintéticos para producirlos, incluyendo uno que surgio para
la produccion de antibioticos policétidos cripticos (9). Algunas cepas de

Streptomyces albergan mas de 50 clusters genéticos para metabolitos secundarios.



Esto ha sugerido una extensiva investigacion en gendmica aplicada en los

antibioticos cripticos y métodos para la activacion de su biosintesis (10).

Estas bacterias crecen en la superficie de medios simples o complejos (medios de
Sabouraud, Bennett, Lowenstein-Jensen), formando filamentos ramificados (hifas)
aéreas, que poseen cadenas de conidias que no se fragmentan. Sélo Streptomyces,

Nocardia, Actinomadura y Nocardiopsis forman micelios aéreos en los cultivos.

Asi mismo, los cultivos muestran su crecimiento entre dos a diez dias, cultivados a
temperatura de 37°C o, aun mejor, a 30°C. Las colonias presentan aspecto ceroso,
de aspecto polvoroso, de color blanco grisaceo, comun en la mayoria de los
Streptomyces, variando del color crema al negro, como sucede con S. somaliensis;
sin embargo, estos aspectos no son especificos, y dependen de las condiciones de
cultivo (11).

Las especies S.pelletieri, S.griseus, S.lanatus y S.albus son patdgenas, aislados de
pacientes inmunocomprometidos, principalmente con alguna patologia pulmonar,
aunque este género tiene mayor relevancia biotecnolégica, debe conocerse su
patogenia para diagnosticar y dar tratamiento eficaz.

Con el paso de los afios, se han creado diversos métodos que han contribuido a la
identificacion de vias de sefalizacion en la produccién de compuestos y a la
exploracion de un extenso conjunto de genes para mejorar la produccién de
bacterias. Ademas, se han creado métodos moleculares basados en secuencias
bacterianas para lograr la identificacion filogenética de microorganismos
desconocidos, como por ejemplo, la técnica molecular de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) de genes vinculados al metabolismo secundario (sistemas PKS
y NRPS), que incluye la amplificacion de secuencias especificas de genes
ribosomales o el analisis y restriccion de los productos de ADN recombinante, son
técnicas empleadas para evaluar la capacidad de un microorganismo para producir
metabolitos bioactivos con alguna actividad farmacolégica (12).

Por tal motivo, la importancia de estandarizar las técnicas moleculares para la

deteccion de genes que codifican moléculas con capacidad farmacolégica radica en



poder tener procedimientos estandarizados de trabajo en el laboratorio y que estos

sean reproducibles por cualquier persona.
4.4 Sistemas biosintéticos

Se conoce como sistemas biosintéticos a un conjunto de genes que codifican a
estructuras quimicas y que al unirse forman una molécula con probable actividad
biologica (13).

La produccion de compuestos bioactivos en diversos microorganismos se debe
especialmente a la presencia de los sistemas modulares policétido sintasa (PKS) y
sintetasa de péptido no ribosomal (NRPS) dentro de su genoma. Estos sistemas
multifuncionales, son sintetizados por grupos de genes codificados para un nimero
variable de médulos (compuestos por 1,000-1,500 aminoéacidos) con actividades
enzimaticas encontrados principalmente en Proteobacteria, Firmicutes,

Cianobacteria, Sphingobacteria y Actinobacteria (12).
4.4.1 Sistemas PKS I, PKS I

Los sistemas biosintéticos policétido sintasa (PKS) son sistemas multifuncionales
expresados por un grupo de genes, producen la mayoria de las moléculas
bioactivas, que al igual que NRPS, codifican para médulos con multiples actividades

enzimaticas con caracteristicas muy similares (13).

Los policétidos representan otro grupo importante de productos naturales, muchos
de los cuales también se sintetizan en enzimas multimodulares llamadas policétido
sintasas de tipo | (PKS) (14).

Los PKS forman tres grupos dependiendo su secuencia, estructura primaria y

mecanismo catalitico (13):

e PKS tipo I: Tiene un mecanismo similar a la sintesis de acidos grasos (FAS),
responsable de producir una gran cantidad de metabolitos.

e PKS tipo Il: Responsable de producir compuestos aromaticos bacterianos y

fungicos, contiene enzimas que forman homodimeros y su Unico sitio activo
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cataliza la unioén de sustrato, la elongacion de la cadena y la ciclacion de las
reacciones para formar policétidos.

e PKS tipo lll: Estan presentes en bacterias e incluso en hongos, las enzimas
gue participan en la biosintesis de metabolitos tienen mayor diversidad

funcional (13).

En analogia estructural y funcional, los médulos del sistema PKS contienen cuatro
dominios bases cataliticos, algunos de los cuales son esenciales y otros opcionales
para el alargamiento de la cadena, cada moédulo PKS es responsable de la
incorporacion de una unidad de acetato o propionato en la cadena cétida en
crecimiento (14). Estos modulos también comprenden la formacién de policétidos,
estos tres dominios béasicos son acil-transferasa (AT), cetosintasa (KS) y un dominio
de proteina transportadora de grupos acilo (ACP), con un dominio de liberaciéon
tioesterasa (Te), y, en algunos casos pueden contener dominios auxiliares, ceto-
reductasa (KR), deshidratasa (DH), enoil-reductasa (ER) y metil-transferasa (MT)
(13).

4.4.2 Sistemas NRPS

Las péptidos sintetasas no ribosémicas (NRPS) son una gran familia de enzimas
biosintéticas que generan productos naturales de relevancia medicinal a partir de
precursores de aminoacidos. A diferencia de los péptidos y proteinas generados por
el ribosoma, los NRPS incorporan aminoacidos en su maquinaria biosintética para
elongacion en metabolitos peptidicos secundarios. Los NRPS se clasifican
frecuentemente en tipo | y tipo Il segun las diferencias en la arquitectura general de
las sintetasas (15).

Los NRPS de tipo | son grandes complejos modulares que contienen todas las
enzimas necesarias para generar un producto peptidico en una linea de ensamblaje
analoga a las sintasas de acidos grasos (FAS) y policétido sintasas (PKS) de tipo
I. Las proteinas NRPS tipo Il son comunmente enzimas independientes o dominios
gue se coordinan para formar derivados de aminoacidos Unicos y también son vias

lineales y no iterativas que contienen enzimas de adaptacion especializadas y se
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combinan con otras vias para generar un producto final. Las enzimas de adaptacion
se incluyen en los sistemas NRPS de tipo | y II; sin embargo, las enzimas de
adaptaciéon de tipo Il a menudo proporcionan una diversificacion adicional poco
comun en los sistemas de tipo I, como la deshidrogenacion, la ciclopropanacion o

la migraciéon de grupos funcionales (15).

Existen tres tipos de NRPS que dependen del tipo de biosintesis que producen (13):

- NRPS tipo A lineal. El nimero y secuencia de los médulos es co-lineal al
namero y orden de los aminoacidos en el péptido.

- NRPS tipo B iterativos. Los médulos y dominios son usados mas de una vez
para sintetizar el péptido, lo cual, consiste en varias secuencias.

- NRPS tipo C no lineal. Genera péptidos en los cuales la secuencia de los

aminodacidos no esta correlacionada al acomodo de los mddulos (13).

Por otro lado, los sistemas NRPS son compuestos por un grupo de genes que
codifican para médulos con actividades enziméaticas, cada modulo esta formado por
1,000-1,100 aminoacidos de largo y estan compuestos por dominios responsables
de la incorporacion de una unidad monomérica del péptido (13).

La composicion de cada mdodulo esté constituida por tres dominios cataliticos que
son necesario para un completo ciclo de elongacién en la sintesis de péptidos
catalizados por un NRPS (12).

- Adenilacién (A): responsable del reconocimiento y activacion del aminoacido
relacionado al acido hidroxilo.

- Acarreador-peptidil (PCP): actia después que el sustrato es activado para
transferencia y activacion del acarreador-peptidil del mismo modulo.

- Condensacion (C): responsable de la formacion del enlace carbono-
nitrdgeno entre la cadena larga y el aminoacido activado (Alonso, Carmona.,
2017).
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4.4.3 Ectoina

La ectoina, acido 1,4,5,6- tetrahidro-2-metil-4-pirimidina carboxilico y su derivado
hidroxilado, 5-hidroxiectoina son dos de los osmolitos mas comunmente
encontrados en el género Streptomyces. Ademas de su funcibn osmoprotectora,
estos solutos compatibles afectan la estabilidad y el correcto plegamiento de
proteinas y protegen biomoléculas como enzimas y acidos nucleicos en condiciones
de estrés (16). Por esta razon, los Streptomyces suelen producir ectoinas como

solutos compatibles para prevenir el estrés osmotico (16).

El derivado hidroxilado de la ectoina, hidroxiectoina, ha sido un objetivo de interés
econdémico, debido a sus caracteristicas biolégicas especificas, que lo diferencian
de otros solutos compatibles. Por lo tanto, se han descrito ya varios procesos para

producirla de manera eficiente (17).

Las rutas de biosintesis de la ectoina y la hidroxiectoina se han dilucidado en

muchos microorganismos y generalmente ocurren en cuatro pasos enzimaticos.
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Figura 1. Ruta de biosintesis de ectoina e hidroxiectoina (17).

En primer lugar, el L-Aspartato-B-semialdehido se convierte en L-2,4-

Diaminobutirato (dcido diaminobutirico) mediante la diaminobutirato transaminasa
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(EctB), que posteriormente se acetila a N-y-acetil-L-2,4-diaminobutirato mediante la
diaminobutirato acetil transferasa (EctA). La condensacién ciclica de este
compuesto por la ectoina sintasa (EctC) conduce a la formacién de ectoina. La
hidroxiectoina se sintetiza mediante hidroxilacion de ectoina por la ectoina
hidroxilasa (proteina EctD) (16).

Las enzimas biosintéticas de ectoina y su derivado hidroxiectoina estan codificadas

por un grupo de genes evolutivamente altamente conservados (16).
4.4.4 Nocobactina

La nocobactina NA es producida por Nocardia asteroides ATCC 3313 (actualmente
renombrado Nocardia farcinica ATCC 3313) y es una mezcla compuesta
principalmente por dos variantes con cadenas laterales de nonilo y undecilo,
correspondientes a 10152A y 10152B, respectivamente. La estructura de la
nocobactina NA ha sido determinada por Ratledge y Snow (18), pero aln no se ha

determinado su configuracion absoluta (19).

N34 CH,
35
32
47
30
o o * CH, OH
3 2 1 12 H 22 ,
N-107" 148 875 5, N
s | H 0 ?- O |\,_/—)24
0 g CH = 27 nocobactin NA
8 3 2 n=7, 10152A
28 CH3(CHz)nCHy n=9, 10152B

36

Figura 2. Estructura de nocobactina NA de Nocardia farcinica (19).

La nocobactina NA se compone de hidroxibenzoato, metiloxazolina, N-hidroxi-N-

acetil-lisina, una cadena de acilo graso, y restos de N-hidroxi-e-caprolactama (19).
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a ruta de biosintesis de la nocobactina NA, se inicia cargando salicilato que es
sintetizado a partir de corismato por NbtS y activado por NbtT, en el dominio ArCP
de NDbtF. A continuacion, NbtF activa y cicla la treonina, produciendo 2-hidroxifenil-
(5-metiloxazolina) (acido asteroidico). Posteriormente, se produce la condensacion
con lisina y una larga cadena de acilo graso con NbtD. A continuacion, la
epimerizacion y la condensacion de la lisina son catalizadas por la NbtE. La fraccion
g-capro-lactama terminal se genera por la lactamizacion intramolecular de la lisina,
lo que da lugar a la liberacion del producto de las enzimas. Sin embargo, no esta
claro cuando NbtG y NbtH desempefian sus funciones en la biosintesis de
nocobactina NA (19).
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Figura 3. Ruta biosintética de nocobactina NA (19).
4.5 Amplificacidén de sistemas biosintéticos

La amplificacion de sistemas biosintéticos (clusters) es necesaria para conocer Si
las actinobacterias seran capaces de producir productos bioactivos, se lleva a cabo
mediante la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), la cual es una

reaccion enzimatica in vitro llevada a cabo por la DNA polimerasa en donde
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mediante una catalisis realiza copias de una secuencia blanco de DNA (o ARN) con
el objetivo de amplificar millones de veces un fragmento especifico de dicho material
genético para que pueda ser posteriormente analizado con diferentes fines (20).
Los equipos en donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los
cuales son equipos designados para PCR y estan disefiados para establecer un
sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura y tiempo sean las
adecuadas para cada uno de los ciclos. Cada ciclo de PCR consta basicamente de
tres etapas: desnaturalizacién, hibridacion y extensién (20).

4.6 Electroforesis en gel de agarosa

Al final de la PCR, para corroborar si la reaccién transcurrié de manera eficiente, o
bien, si se amplifico la secuencia blanco de interés, los productos de la reaccion o
también llamados amplicones son analizados a través de una electroforesis en geles

de agarosa para confirmar si la reaccién fue exitosa (20).

La electroforesis consiste en separar grandes moléculas como los acidos nucleicos
a través de una matriz solida que funge como un filtro para separar las moléculas
en un campo eléctrico de acuerdo con su tamafio y carga eléctrica, esta separacion
se hace bajo un buffer o tampdn llamado TAE (Tris-Acetato-EDTA) (20).

Para ello, se prepara un gel diluyendo una cantidad especifica de agarosa, que
generalmente es al 1% en el buffer y, dependiendo el tamafio de las moléculas
puede ser hasta al 2%, se calienta hasta que la agarosa hierva lo suficiente y quede
una mezcla totalmente homogénea, se afiade EtBr (Bromuro de etidio) que funge
como un aclarador de acidos nucleicos, y posteriormente se vacia a un recipiente

que sirve de base para que solidifique (20).

El EtBr (Bromuro de etidio) al ser capaz de unirse al ADN de doble cadena, cuando
es excitado con luz UV emite una sefial que permite la visualizacion de los
amplicones en forma de bandas, es importante manipular este compuesto

adecuadamente ya que es mutagénico y teratégeno (20).
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Finalmente, cuando los amplicones vayan a ser corridos en el gel, deben cargarse
junto con un marcador de peso molecular que contenga un niumero determinado de
segmentos de ADN conocidos, para facilitar la identificacion de los amplicones y
verificar si su tamafio, que estd dado por el numero de pares de bases (pb),
corresponde con el esperado. Una vez cargados y corridos en el gel, son expuestos
alaluz UV (20).

Marcador
conocido

PB

400 =
300 -

200 — @ Amplicon

100 — - - Amplicon

Figura 4. Amplicén en gel de agarosa expuesto a luz UV (20).

4.7 Herramientas bioinforméaticas

Desde gque se secuenciaron los primeros genomas bacterianos, ha aumentado el
interés por descubrir nuevos productos naturales, lo que ha llevado a muchos
investigadores a desarrollar técnicas de biologia molecular y herramientas
bioinforméticas (13).

Las herramientas bioinformaticas han demostrado obtener mejoras en la
investigacion en areas afines, comparan miles de genes y genomas enteros para
predecir estructuras moleculares, también permiten caracterizar facilmente un
genoma bacteriano, encontrando y definiendo los genes que presenta y que podrian
ser responsables de su patogenicidad (21).

Estas herramientas han mejorado la calidad de los analisis genGmicos en muy poco
tiempo. Suelen utilizar cortes seleccionados para identificar genes o dominios con

precision en un grupo de secuencias alineadas para detectar vias biosintéticas (13).
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4.7.1 antiSMASH

Se conocen muchas vias biosintéticas y la fiabilidad de las predicciones es alta en
programas bioinforméticos como el Antibiotics and Secondary Metabolite Analysis
Shell (antiSMASH), capaz de identificar loci biosintéticos que cubren toda la gama
de clases conocidas de compuestos de metabolitos secundarios (policétidos,
péptidos no ribosémicos, terpenos, aminoglucésidos, aminocumarinas,
indolocarbazoles, lantibioticos, bacteriocinas, nucledsidos, betalactamicos,
butirolactonas, sideroforos, melaninas y otros). Alinea las regiones identificadas a
nivel de grupo de genes con sus parientes mas cercanos a partir de una base de
datos que contiene todos los deméas grupos de genes conocidos, e integra o
entrecruza todos los métodos de analisis de genes especificos de metabolitos
secundarios previamente disponibles en una vista interactiva (22).

Para ello, se seleccionaron las cepas de interés y se buscaron en NCBI (The
National Center for Biotechnology Information) las claves de las cepas tipo que
tenian el genoma completo cromosdémico. Una vez identificado el microorganismo,
la secuencia de referencia o “RefSeq” de cada cepa, se copio en el antiSMASH para
conocer las regiones del genoma que contienen uno o varios tipos de sistemas
biosintéticos o metabolitos bioactivos, que son capaces de producir algun metabolito

y se eligieron aquellos de interés.

4.7.2 BLAST

Por otro lado, la comparacion de secuencias es una de las actividades
fundamentales en el analisis bioinformético. Es un primer paso hacia el andlisis
estructural y funcional de nuevas secuencias descubiertas (23).

El Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), es el algoritmo mas empleado por
el NCBI, y es utilizado habitualmente para comparar o hacer coincidir una secuencia
dada contra toda una base de datos de millones de secuencias que produce
alineamientos locales por pares entre cada pareja de secuencias y genera un valor
de significacion estadistica para cada alineamiento, mostrando una cierta similitud
(24).

BLAST, realiza bausquedas en una base de datos no redundante (nr) la cual tiene

los registros no redundantes entre las dos bases de datos principales a nivel
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mundial: GenBank en USA y EMBL (European Molecular Biology Laboratories) en
Europa (25).

Esta comparacion se realizé copiando la secuencia de la cepa de interés en BLAST,
de la pagina de NCBI, y se eligieron los microorganismos que tenian el genoma
completo (no parcial), siempre y cuando tuvieran especie, clave de una cepa tipo y
el porcentaje de similitud fuera mayor a 95% respecto a la secuencia de referencia.
Asi mismo, se seleccion6 el nimero de acceso del microorganismo y se verificd que
en NCBI existiera algun articulo o articulos publicados de la secuenciacion del

genoma de esa especia y cepa en especifico.

4.7.3 BioEdit
A medida que nuevas secuencias estan siendo generadas a tasas exponenciales,
la importancia de la comparacion de secuencias ha aumentado considerablemente.
En términos simples, el alineamiento de secuencias es el proceso en el cual
diferentes secuencias son comparadas mediante la busqueda de patrones de
caracteres comunesy el establecimiento de correspondencias residuo-residuo entre
secuencias relacionadas. El alineamiento de secuencias consiste en la comparacion
de dos secuencias homologas para localizar las inserciones, deleciones o cambios
puntuales en los nucleétidos que se hayan podido producir en el proceso de

divergencia de ambas desde el ancestro comun (23).

BioEdit es un programa para edicion de alineamientos y andlisis de secuencias
bioldgicas que funciona unicamente sobre MS/Windows. Es uno de los programas
mas conocidos para edicién de secuencias para dicho sistema operativo, cuenta
con varias herramientas que van desde la creacién de alineamientos hasta la
anotacion de plasmidos (23).

Se hizo uso del paquete computacional BioEdit, y de secuencias de material
genético de las especies de interés, utilizando un archivo guardado en formato
FASTA. Para un mejor analisis se abrieron directamente las secuencias forward “f’
y reverse “r", junto con los cromatogramas, una vez exportadas todas las secuencias
de interés, se selecciond toda la secuencia “r’ o “f’, se eligio la opcion Sequence-

>Nucleic Acid->Reverse complement, se copio la secuencia y se pego junto con la

19



secuencia a comparar, posteriormente, se hizo una secuencia contig-0, se
seleccionaron ambas secuencias y en el comando Accessory Application, se
eligieron todas las opciones del cuadro de dialogo y se corrio el analisis, el resultado
fueron todas las secuencias alineadas y estas se guardaron para su posterior

analisis.

4.7.4 MEGA
De la misma manera, otra herramienta bioinformatica conocida es MEGA (Analisis
de genética evolutiva molecular), la cual es una herramienta integrada para la
alineacion de secuencias automatica y manual, infiiendo arboles filogenéticos,
extrayendo bases de datos basadas en la web, estimando tasas de evolucién
molecular y probando hipotesis evolutivas (26).
Un arbol filogenético es una representacién esquemaética de entidades biol6gicas
gue estan conectadas por descendencia comun, pueden ser especies 0 grupos
taxondmicos mayores. Hoy en dia, la mayoria de los arboles filogenéticos se crean
a partir de datos moleculares ya sea ADN, ARN o proteinas. Se tiende a usar ADN
cuando se analizan especies cercanamente emparentadas, porque proveen mas
informacion (27).
El &rbol contiene varios componentes. Se encuentran los nodos terminales o puntas,
que representan las Unidades Taxondémicas Operativas (OTUS) o taxones, estas
pueden ser individuos de una especie o grupos taxonémicos mayores. Cada uno de
estos nodos terminales se encuentran unidos mediante ramas a un nodo interno, el
cual representa al ancestro comun entre los nodos terminales, de tal manera que
los nodos terminales representan el presente, mientras que los nodos internos
representan el pasado (27).
La importancia de un arbol filogenético yace en la topologia, es decir, cOmo estan
unidas las ramas o el patron de ramificacion, lo que representa la relacién evolutiva
entre los distintos taxones. En el caso de la figura 5, a los taxones Ay B, se les
denomina taxones hermanos, ya que comparten un reciente ancestro comuan, y que
no lo comparten con otro. Al taxdn F, se le denomina "outgroup”, que se encuentra
emparentado mas lejanamente a los otros taxones, llamados "ingroup". Los

outgroups sirven para enraizar el arbol, es decir para indicar el comienzo del
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proceso de ramificacion, sefialando asi el nodo mas interno compartido por todos,
la raiz (27).

Nodo terminal
Nodo interno \
Rama

Taiz XI —\'C

i|Taxones hermanos

A
B
c
D
E 7] Outgroup

Figura 5. Anatomia de un arbol filogenético (27).

4.8 Protocolo de busqueda en antiSMASH

- Seleccionar el nombre de un microorganismo (Utilizar el nombre del
microorganismo con especie a la que se le tiene que buscar el genoma completo,
por ejemplo, “Streptomyces sampsonii’) y buscar en NCBI (The National Center for
Biotechnology Information) la clave de la cepa que tenga el genoma completo.

Link: https://www.ncbi.nlm.nih.qov/, filtrar la busqueda tnicamente en “Genome”

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

[Search
NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed
biomedical and genomic infrmation. Booksheff
About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog Publed Central
BLAST
Submit Download Learn Nucleotide
Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Genome
into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Gene
Protzin
PubChem

NCEI News & Blog

Develop Analyze Research Navigating Between BLAST and iCn3D
= = Use NCBI APIs and code Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and E
Training & Tutarials libraries te build applications data analysis task collaborative projects

- Seleccionar “Genome assemblies: (depende de cuantos genomas

completos o incompletos tenga ese microorganismo) (See Genome Assembly and
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Annotation report)” para identificar a las cepas que tengan el genoma completo, se
escogera aquella cepa que tenga el “Assembly level” completo, por eiemplo:
Genome > Genome Information by Organism

Streptomyces sampsonii
Download Reports from FTP site

Organism Overview. Genome Assembly and Annotation report (2) + Filters ZDownload
< @ Choose Columns Page1 |of1 50 v
# + Organism Name Organism Groups Strain Biosample BioProjec Assembly Leve Size GCY Replicons
A o KJ40 SAMNO4338613  PRJNA33608¢ GCA_001704195 1 '] 707 7340 chromosome: NZ_CP016824 1/CP016824 1
Bacteria, Jerrabacleria ) yq SAMND4338513  PRINA0596(GCA_0D1865315.1 @ 726 73.30

2 Streptomyess samoseni ol Cinomy cetota

Si el nivel de ensamblaje o el assembly level) esta a la mitad, con un tercio o tres

cuartos, no se selecciona esa cepa porque el genoma no estd completo.

Seleccionar el nombre del microorganismo e identificar lo siguiente:

Organism Overview ; Genome bly and report ; Genome Neighbor report
Recent activity

Streptomyces sampsonii -
Tun OF Clear

Streptomyces sampsonii KJ40 genome sequencing and assembly
B Streptomyces sampsonii

Lineage: i :
group[4]; Streptomyces sampsoniil1]
Q, streptomyces sampsoniorgn] (1)
~| Summary
Submitter: Sichuan Agricultural University Q, Streptomyces vistnamensis strain
GIM4.0001 (2)

e
ASM170419v1 scaffolds: 1 contigs: 1 N50: 7,070,328 L50: 1
@, Complete genome sequence of
Streptomyces vietnamensis strain GIMV. #c

fotal length (Mb):- 7.07
profein count: 5939
BC% 73.4

reptomyces vistnamensis strain
Strepte i it
GIM4.0001, complete genome

| Genome Neighbors See more.

Closest genome: Streptomyces sampsonii Symmetrical identty: 95,25
Genome Group: 1 genomes at symmefrical idenlity 98% (See Geno

03%
me Neighbor report)

=| Replicon Info Para verificar que el genoma estd completo.

Size (Mb) GC% Protein rRNA tRNA Other RNA  Gene
2 ar 3 &151 121 . .
° Para conocer la procedencia/relevancia de esa

cepa (Agricola, médica, etc.)

Type Name RefSeq INSDC
CFO18824.1 707 734 5030

Chr - NZ_CFO18824.1

=| Genome Region

Streptonnyces sampsonii strain KJ40 chromosome, complete genome Go to nucleotide: Graphice FASTA GenBank d P’ "
B = = La secuencia de referencia o “RefSeq” se copia
S-lLIepa @ i == I A Tools | ¥ Tacks= *, Download = & . qv P

en el antismash para conocer las regiones del

) sk nn |Lseek (21 2seak  |3n Bseek  pn EETTNEL fen N -

S = : = - e - - genoma que contienen los sistemas

I biosintéticos/metabolitos.

La cepa se elige siempre y cuando:
El tipo de genoma esté completo y sea cromosomico y NO de plasmido.

De preferencia la clave de la cepa sea de una cepa tipo o de una cepa
ya conocida, trabajada o publicada, por ejemplo: ATCC, NBRC, CCM etc.

(Colecciones de cepas: https://lpsn.dsmz.de/text/collections)

- Una vez abierto el antiSMASH, proporcionar un correo electrénico al cual se

mandaran los resultados automaticamente y también se debe colocar la secuencia
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de referencia o “RefSeq” de la cepa elegida y seleccionar “Submit” para iniciar la

busqueda.

Link: https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start, filtrar en “bacterial

version”

& > € @ antismashsecondarymetabolites.org/#/start Wa g% O B axOBR :

it Aplicaciones UAM B ENVIA|UAM-X  am SIUAM -ud5 (@ Universidad Autono.. BB Sci-Hub, laweb rus.. Bl Temas gratuitos de..  [fl BibGuru ¥/ Iconos de Powerpoi.. @ Descarga gratis Vec. »

™ antiSMASH bs Barterial ubmit Plant Sequen & Downbosd i Abo # Help

Serverstatus Resuts for exsting job O
Dear antiSMASH users, the
Running jobs: antSMASH team is proud to release

genoms seq: thetic gane clusters

Load sample input Gpen xample output =ntSMASH 7.0.0. As this is the new
stsble release. we have removed the
Enabie anbSMASH beta” ogtian
Notification settings

[ermogemion ] i asaress cpsonan

Data input

Getiram NGB! ] e sscession number of gesred sequence

[ Upload extra annotafions

Detection strictness: relaxed

strat reiaxed loase

Exira fealures Alof  Allon

KnownClusterBlast [ ClusterBlast SubClusterBlast
MIBIG cluster comparison Active SiteFinder RREFinder
O Cluster Pfam analysis [ Pfam-based GO term annotation O TIGRFam analysis

TFES analysis

- El correo con los resultados proporcionara lo siguiente:

& > C @ mailgooglecom/mail/u/0/?tab=rméogbl¥inbox/FMicgzGsmhXqQvPhfPTIWLIrcmPLbKI 2 Gyt oow DO B

Aplicaciones UAM BB ENVIA|UAM-X 4w SIUAM -v45 (@ Universidad Autonc.. BB Sci-Hub, laweb rus.. EQI Temas gratuitos de... [l BibGuru ¥/ Iconos de Powerpoi.. @ Descarga gratis Vec... »

@ @

M Gmail Q, Buscar correo

< O W 2 0 & m D i 1de 4.416 >

¢/ Redactar

Your antiSMASH job bacteria-12925593-1688-4ae3-b65b-1977b82168d finished. #ecibidos « (=3
& Recibidos 3.931

® pl bolites.org £:49 (hace 45 minutos) ¥y & H

¥r Destacados L 3 W parami v
® Pospuestos Dear antiSMASH user.
B> Enviados The antiSMASH job bacteria-12925593-1688-4ae3-b65b-1977b8f2168d you submitted on 2023-05-20 10:45:05.077659 with the filename
B o B NZ_CP016824.1.gbK’ has finished with status dene.
~  Mas You can find the rasults on

htp:s it ia-12925593-1688-4ae3-b65b-1977b 812 i htm
Etiquetas + Results will be kept for one manth and then deleted automatically
B Notes
D S B If you found antiSMASH useful, please check wl:m

for information on how to cite antiSMASH.

“ Responder ~ Reenviar )
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Abrir el link para conocer las regiones del genoma de la cepa del microorganismo
elegido que contienen uno o varios tipos de sistemas biosintéticos que son capaces

de producir algin metabolito y seleccionar o elegir los de nuestro interés.

Select gel e
(oo 0 2 (5 e 0 ERED ¢ EDED - COEEDCDEDED = EIED)

Idenified secondary metabolite regions using strictness ‘relaxed

NZ_CPO16324.1 (Sireptomyces sampsoni) &
:l:m [l [ o8 90— + l + Hi n‘i {
Region W Type From  To || Mostsimilar known cluster imilarity
TIPKS B, scioine B buiyrscions O bansdTPKS B TIPKS I NRFS- . et
Ragind [l e s 54345 231234 || kosnastatn @ HRP+Polkelide 545
TIPKS &, NRPS ke o 1707 364189 cancigingt NRP+Polykelide 955
TaPHS & 0572 431669 i HRP+Saccharde:Hybridhaloring saccharide 30%
RPPiike U uTIs5 458153 RIFFOther 5%
erpene @ RFPke O 531156 557642 Terpene 5%
sctine 1324321 1334719 Other 100%
Rl 1v-sceroprore 2234213 245,367 Other 100%
MRS @ 2475511 2518468 HRP 17%
AP NRRS T 2996340 3104252 sunugamide Alsurugamide D & HRP 0%
MRS 3356432 340515 weszn e HRP ™
1 (GRS 4100,057 4.156,454 | mannapestmyein O HRP s1%
|znihipe ptide-clazsi B 4185523 42031028 sSAL-224208 RIPP-Lanthipeptide 100%
RRE-contaning 0, iopeptde | LAP & 4492626 4527 310 Polyketide %
a— 5012319 5032355 juicn Polyketide 5%
jon 15| [ 5346788 536718 geas Terpene 100%
16 [ seisg7t 563t onsff Snee Other o
1l ek v 5437755 6,447,970 | hexc Other a5
i N terpene 6.513,638 6.538,805 opens Terpene 6%
TIPKS &, NRPS & 8574595 6624005 cound 4@ HRP+Polkelide 100%
NRPS @ NRPS-ike @ terpene @ 8776443 6353201 NRP+Saccharde: HybridNaloring saccharide 13%
MRS 8874294 6913685 HRP 6%
buyrolacions 7055957 7,086,862 griseovi "‘ﬁ‘kcj"fé‘fde“"’e"“"ew‘?"““de AT 1%
ykelide

Los resultados en ese link estaran activos/disponibles Gnicamente por un mes y

después seran eliminados automaticamente.

5. Metodologia
5.1 Cepas de estudio

Se utilizaron 63 cepas de actinobacterias del género Streptomyces previamente
identificadas por secuenciacion del gen 16S rRNA estudiadas en un trabajo anterior

a este. Estas cepas se eligieron por su potencial biosintético.

Por otra parte, utilizando antiSMASH, se identificaron todos los sistemas presentes
en cada especie de las cepas estudiadas para determinar si alguna era adecuada
para su uso como control positivo. Sin este analisis, no se podria confirmar la validez
del método empleado, ni se podria descartar la posibilidad de que la cepa no
amplifique el gen de interés. Por tal motivo, la busqueda de un control positivo
resultaba fundamental para la estandarizacion de la técnica para amplificaciones de

genes biosintéticos.
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Se utilizé Streptomyces sampsonii como control positivo para el sistema PKS 1, se
obtuvo el niumero de referencia en NCBI el cual fue utilizado para buscar en
antiSMASH las regiones codificantes de genes biosintéticos y asi saber si la especie
contenia los genes de interés PKS, NRPS y Ectoina, ya que cada bacteria conocida
(con clave de cepa tipo), tiene en su genoma regiones diferentes que contienen un
tipo o tipos de sistemas biosintéticos capaces de producir metabolitos de interés
(quimico, farmacéutico, biolégico, etc.) como antibidticos, antifungicos,

anticancerigenos.
5.1.1 Siembra de cepas

Las cepas de estudio se sembraron en placas de Petri de agar Malta y Bennetty se

incubaron a 37°C en aireacidon hasta su crecimiento.

5.2 Extracciéon de ADN
5.2.1 Extraccién de ADN kit PROMEGA

Se utilizé el método Chelex-100, el cual consiste en:

1. Se resuspendieron las colonias en 200 pyL de agua estéril libre de nucleasas
(Mili Q) y 60 pL de Chelex con perlas de vidrio.

Se agitd en voértex por dos minutos.

Se incubd por 30 minutos a 100°C.

Se centrifug6 por 5 minutos a 10,000 rpm.

ok~ 0N

Después, se transfirio el sobrenadante a otro tubo eppendorf de 1.5 ml
estéril.
6. Y finalmente, se cuantificé el ADN extraido en espectrofotometro y se

almacend a -20°C. hasta su utilizacion para la amplificacion.
5.3 Amplificacion de sistemas biosintéticos

Para la estandarizacion de los sistemas PKS I, PKS II, NRPS |, Ectoina A, Ectoina
C, se utiliz6 la Tag DNA Polymerase Recombinant (Marca Invitrogen, cat. 10342-
020) y los primers correspondientes para cada sistema, con las siguientes

condiciones de amplificacion.
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5.3.1 PKSI
Los primers utilizados para la amplificacion del sistema PKS I, fueron (28):

e Primer F: K1f (5-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’)
e Primer R: M6r (5-CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’)

En donde el tamafio del gen es de 1100-1200 pb.

Tabla 1. Condiciones de
amplificacién de sistema PKS |.
PKS |

H>O Mili Q 15.75 pL
Buffer 25uL
MgCl» 0.75 pL
CATP 0.2 yL
dGTP 0.2 yL
dCTP 0.2 yL
dTTP 0.2 yL

Primer F (K1f) 1L
Primer R (M6r) 1 uL
Taq polimerasa 0.2 uL
ADN 3 uL
Total: 25 uL

Para amplificar el sistema biosintético PKS-I se utilizaron las siguientes condiciones
en el termociclador: 5 minutos a 95°C para predesnaturalizar, seguido de 35 ciclos
de 30 segundos a 95°C para desnaturalizar, 2 minutos a 58°C para alineacién del
primer y 4 minutos a 72°C para la extension, y un paso final de 10 minutos a 72°C
para la extension final. Para observar el producto de la amplificacion se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, a 100V por

30 minutos, y se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb.
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5.3.2 PKSII
Para el sistema PKS I, los primers utilizados fueron (29):

e Primer F: Ks a (5-TSGRCTACRTCAACGGSCACGG-3')
e Primer R: Ks B (5-TACSAGTCSWTCGCCTGGTTC-3")

En donde el tamafio del gen es de 1000 pb.

Tabla 2. Condiciones de amplificacion
del sistema PKS II.
PKS I

H-0 Mili Q 16.25 pL
Buffer 2.5 L
MgCl; 0.75 uL
CATP 0.2 uL
dGTP 0.2 uL
dCTP 0.2 uL
dTTP 0.2 uL
Primer F (KS a) 1.0 uL
Primer R (KS B) 1.0 uL
Taq polimerasa 0.2 uL
ADN 2.5uL
Total: 25 uL

Para amplificar el sistema biosintético PKS-Il se utilizaron las siguientes condiciones
en el termociclador: 5 minutos a 95°C para predesnaturalizar, seguido de 35 ciclos
de 30 segundos a 95°C para desnaturalizar, 2 minutos a 58°C para alineacion del
primer y 4 minutos a 72°C para la extension, y un paso final de 10 minutos a 72°C
para la extension final. Para observar el producto de la amplificacion se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, a 100V por
30 minutos, y se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb.
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5.3.3 NRPS|
En el caso del sistema NRPS I, los primers utilizados fueron (28):

e Primer F: A3f (5-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’)
e Primer R: A7r (5-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3’)

En donde el tamafio del gen es de 700-800 pb.

Tabla 3. Condiciones de amplificacion
del sistema NRPS |I.
NRPS |

H-0 Mili Q 16.25 pL
Buffer 2.5 L
MgCl; 0.75 pL
CATP 0.2 uL
dGTP 0.2 uL
dCTP 0.2 uL
dTTP 0.2 uL
Primer F (A3f) 1.0 uL
Primer R (A7r) 1.0 uL
Taq polimerasa 0.2 uL
ADN 2.5uL
Total: 25 uL

Para amplificar el sistema biosintético NRPS-I se utilizaron las siguientes
condiciones en el termociclador: 5 minutos a 95°C para predesnaturalizar, seguido
de 35 ciclos de 30 segundos a 95°C para desnaturalizar, 2 minutos a 58°C para
alineacion del primer y 4 minutos a 72°C para la extension, y un paso final de 10
minutos a 72°C para la extension final. Para observar el producto de la amplificaciéon
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio,

a 100V por 30 minutos, y se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb.
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5.3.4 EctoinaAyC
Para Ectoina A, los primers utilizados fueron (30):

e Primer F: FWECtA (5-GCTTACGCACCCGTCAAATC-3)
e Primer R: RwWECtA (5-GGTCCGATGCGGTACAGGAC-3’)

En donde el tamafio del gen es de 633 pb.

Tabla 4. Condiciones de
amplificacion de Ectoina “A”.
ECTOINA "A"

H.O Mili Q 14.8 pL
Buffer 2.5uL
MgCl. 0.8 uL
CATP 0.4 uL
dGTP 0.4 uL
dCTP 0.4 uL
dTTP 0.4 uL

Primer F (EctA) 1.0 uL
Primer R (EctA) 1.0 uL
Taq polimerasa 0.3 uL
ADN 3.0 uL
Total: 25 uL

Y para Ectoina C, los primers utilizados fueron (30):

e Primer F: FwEctC (5-CGCAAAACCGTGATCGTCCG-3’)
e Primer R: RwEctC (5-GGTGACTCACACCTCCTCGG-3’)

En donde el tamafio del gen es de 414 pb.

Tabla 5. Condiciones de amplificaciéon
de Ectoina “C”.
ECTOINA "C"
H20 Mili Q 14.8 pL
Buffer 2.5 L
MgCl, 0.8 uL




CATP 0.4 uL
dGTP 0.4 uL
dCTP 0.4 uL
dTTP 0.4 uL
Primer F (EctC) 1.0 uL
Primer R (EctC) 1.0 uL
Taqg polimerasa 0.3 uL
ADN 3.0 uL
Total: 25 uL

Para amplificar los sistemas biosintéticos Ectoina A y C se utilizaron las siguientes
condiciones en el termociclador: 3 minutos a 95°C para predesnaturalizar, seguido
de 35 ciclos de 1 minuto a 95°C para desnaturalizar, 1 minuto a 55°C para alineacion
del primer y 2 minutos a 72°C para la extension, y un paso final de 7 minutos a 72°C
para la extension final. Para observar el producto de la amplificacion se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio, a 100V por
30 minutos, y se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb.

5.4 Identificaciéon de cepas

El analisis del 16S rRNA es una técnica comiunmente empleada en microbiologia
para la identificacion y clasificacion de bacterias. Al estudiar estas cepas (Tabla 6)
cuya identidad se establecié previamente mediante este analisis, se secuencié su
ARN ribosomal 16S y se comparo con bases de datos de referencia para determinar

su identidad taxondmica.

Tabla 6. Identificacién de las cepas de estudio
Clave de la cepa Especie
9.212 S. thermodiastaticus
9.04 S. sampsonii
9.170 S. fimicarius
9.216 S. phaeochromogenes
9.252 S. labedae
9.209 S. globisporus
9.180 S. albus
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9.230 S. sampsonii
9.32.2 S. violaceochromogenes
9.238 S. cinereoruber
9.187 S. olivaceus
9.157 S. flavovirens
9.163 S. globisporus
9.44 S. viridosporus
11.84 S. chartreusis
11.183 S. sampsonii
11.107 S. sampsonii
12.103 S. koyangensis
12.119 S. carpaticus
12.129 S. fimicarius
12.168 S. sampsonii
12.93 S. lividans
13.46 S. chartreusis
13.103 S. sampsonii
13.183 S. olivaceus
13.204 S. fimicarius
14.126 S. thermodiastaticus
14.162 S. thermodiastaticus
14.221 S. violaceochromogenes
14.277 S. sampsonii
14.56 S. sampsonii
14.90 S. thermodiastaticus
15.188 S. albus
15.257 S. parvulus
15.268 S. sampsonii
16.285 S. koyangensis
16.81 S. fimicarius
34.30 S. sampsonii
39.031 S. sampsonii
4505 S. koyangensis
6279 S. sampsonii
7220040 S. thermodiastaticus
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6. Resultados

6.1 Resultados de amplificacidén de sistemas biosintéticos

Las cepas cuya identidad se ha confirmado previamente mediante analisis y

comparacion de su secuencia genética con bases de datos de referencia, fungen

como controles positivos. Estos controles positivos sirven como puntos de

referencia confiables para validar nuestros procedimientos y asegurar la precision

de nuestras técnicas de identificacion.

Por otro lado, las muestras de comprobacién son aquellas cuya identidad aun no ha

sido confirmada. Estas muestras se someten a los mismos procedimientos de

analisis, pero su identidad taxonémica aun no se ha establecido. La comparacion

de los resultados obtenidos con las muestras de comprobacion con los de nuestros

controles positivos, permite evaluar la eficacia y la precision de los métodos de

identificacion y amplificacion.

Tabla 7. Resultados de la amplificacion de los sistemas PKS |, PKS Il, NRPS |, Ectoina A,

Ectoina C
C'a(‘:’:pdae 2 Especie PKS1 | PKSIl | NRPS| |Ectoina A | Ectoina C
9.212 S. thermodiastaticus - - + - +
9.04 S. sampsonii - - - - -
9.170 S. fimicarius + - + + +
9.250 - - + - - -
9.216 S. phaeochromogenes - - + - +
9.252 S. labedae + - + - +
9.209 S. globisporus - - + - +
9.180 S. albus - - + - +
9.178 - - + + - +
9.188 - - + + - +
9.230 S. sampsonii - + + - +
9.179 - - + + - +
9322 | . S. " i " i "
violaceochromogenes
9.123 - - - + - +
9.238 S. cinereoruber - - - - -
9.187 S. olivaceus - - + - +
9.157 S. flavovirens - - + - -
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9.163 S. globisporus - + - +
9.44 S. viridosporus - - - +
11.84 S. chartreusis - - - -
11.183 S. sampsonii + + + -
11.107 S. sampsonii - - - -
11.90 - - - - +
11.26 - - - - -
11.51 - - + - +
12.103 S. koyangensis - + - -
12.113 - - + - -
12.119 S. carpaticus - + - -
12.129 S. fimicarius - + - -
12.135 - - + - -
12.66 - - - - -
12.167 - - - - -
12.168 S. sampsonii - + Contr.ol Contr.ol
negativo | negativo
12.93 S. lividans - - - -
12.196 - - - - -
13.46 S. chartreusis - + - +
13.103 S. sampsonii + + + +
13.120 - - - - +
13.163 - - - - -
13.174 - - - - +
13.183 S. olivaceus - + - +
13.204 S. fimicarius + Cor!t.rol + +
positivo
14.118 - + + _ T
14.126 S. thermodiastaticus - + - +
14.162 S. thermodiastaticus - + Cor!trol Control
positivo | positivo
14.209 - - - - +
14221 | . S. i . ] R
violaceochromogenes
14.277 S. sampsonii - + - +
14.56 S. sampsonii Contr_ol + - -
negativo
14.90 S. thermodiastaticus - + - +
15.188 S. albus - - - -
15.257 S. parvulus - + - +
15.268 S. sampsonii - Contr_ol - -
negativo
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16.202 - - - + - +
16.285 S. koyangensis - - - - -
16.279 - - - - - +
16.81 S. fimicarius - - + - +
34.30 S. sampsonii + + + + -
39.031 S. sampsonii + + + + +
4505 S. koyangensis - - + - +
6279 S. sampsonii + COU‘FO' + + +
positivo
7220040 S. thermodiastaticus - - - - +
92766 - - - + - -

6.2 Capacidad biosintética de cepas de estudio analizadas en antiSMASH

Las cepas que no poseen genomas completos no son adecuadas para ser utilizadas
como controles en estudios microbiolégicos, ya que la ausencia de esta informacién
genética impide conocer su capacidad biosintética y otros rasgos relevantes para
su identificacion y caracterizacion. Sin embargo, esta misma carencia las convierte
en excelentes candidatas para ser utilizadas como cepas de estudio en
investigaciones dirigidas a comprender su potencial biolégico y realizar estudios
posteriores (Anexo A).

De todas las especies que se analizaron en antiSMASH, con ayuda del nimero de
referencia obtenido de NCBI, Streptomyces sampsonii (6279) funcion6 como control
positivo para los sistemas PKS | y PKS Il (Anexo B y C) ya que en la base de datos
se encontrd que esta especie tenia el gen codificante que se buscaba y asi poder
estandarizar la técnica de amplificacién, de la misma manera, Streptomyces
fimicarius (13.204) se utiliz6 como control positivo para NRPS | (Anexo D), y
Streptomyces thermodiastaticus (14.162) resulto ser control positivo para Ectoina A
y Ectoina C (Anexo E y F).
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7. Conclusiones

Al realizarse un analisis de 63 cepas de actinobacterias del género Streptomyces
previamente identificadas por secuenciacion del gen 16S rRNA para evaluar su
potencial biosintético, utilizando la herramienta antiSMASH, se identificaron los
sistemas biosintéticos presentes en cada cepa para seleccionar aquellas
adecuadas como controles positivos en la amplificacion de genes biosintéticos
especificos. Streptomyces sampsonii fue seleccionado como control positivo para
el sistema PKS II, Streptomyces fimicarius para NRPS |, y Streptomyces
thermodiastaticus para Ectoina A y Ectoina C, debido a la presencia de los genes

de interés en sus genomas.

El uso de estos controles positivos fue crucial para la validacién y estandarizacion
de las técnicas de identificacion y amplificacion de genes biosintéticos, garantizando
la precision y confiabilidad del método. Las cepas con identidades confirmadas por
analisis 16S rRNA funcionaron como referencias seguras, mientras que las cepas
sin genomas completos, aunque no aptas como controles, representan valiosas

oportunidades de investigacion para explorar su potencial biolégico.

Este enfoque integral asegura la correcta identificacion y caracterizacion de las
cepas, permitiendo avanzar en la comprension y utilizacion de sus capacidades

biosintéticas para aplicaciones quimicas, farmacéuticas y biolégicas.
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9. Anexos

Anexo A. Tabla capacidad biosintética de cepas de estudio

Tabla 8. Capacidad biosintética de cepas de estudio (Elaboracién propia)

No.
Clave | Procedencia | Metabolitos Tipo de sistema Nombre o
Nombre _ _ L _ Similitud
m.o cepa | /Relevancia | secundarios biosintético metabolito
totales
T2PKS, ectoina,
butirolactona,
transAT-PKS, ] ]
o kosinostatina 54%
T1PKS, similar a
NRPS, NRPS,
lantipéptido-clase-ii
T1PKS, similar a o
candicidina 95%
NRPS
valinomicina/
T3PKS montanastati 30%
na
Streptomyc ectoina ectoina 100%
es KJ40 Agricola 22 NRPS dudomicina 17%
sampsonii surugamida
LAP, NRPS A/surugamid 90%
aD
NRPS WS9326 7%
manopeptimi
NRPS ) 51%
cina
Lantipéptido-clase-iii SAL-2242 100%
SGR
PTM/SGR
T1PKS, NRPS PTM 100%
Compuesto
b/SGR PTM

40




Compuesto
c/SGR PTM
Compuesto d

o valinomicina/
NRPS, similar a ,
montanastati 13%
NRPS, terpeno
na
antibiotico
NRPS diisonitrilo 66%
SF2768
hglE-KS, T1PKS A54145 3%
NRP-metalo6foro, _
celichelin 100%
NRPS
falviolina/1,3,
6,8-
T3PKS _ _ 100%
tetrahidroxina
ftaleno
ectoina ectoina 100%
CDA1b/CDA
2a/CDA2b/C
NRPS DA3a/CDA3b 87%
Streptomyc | CFB_ )
Organismo /CDA4a/CDA
es NBC 26
_ modelo 4b
coelicolor | 0001 : :
T2PKS actinorrodina 100%
pigmento de
T2PKS 66%
esporas
Similar a NRPS, undecilprodig
o . 100%
T1PKS, prodigiosina iosina
T1PKS, coelimicina
_ 100%
butirolactona P1
tioamida-NRP, o
nogalamicina 40%
NRPS
Similar a PKS, policétido
_ o 96%
T1PKS incendiario
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T3PKS germicidina 100%
T3PKS, NRP-
metal6foro, NRPS, coelibactina 100%
terpeno
NRPS, similar a
WS9326 10%
NRPS
SGR
PTM/SGR
PTM
Compuesto
T1PKS, NRPS 100%
b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM
Compuesto d
Tiopéptido, LAP, fluostatinas
Streptomyc i 4%
que contiene RRE MQ
es W68 Agricola 18 S—
_ lantipéptido-clase-iii AmfS 100%
albidoflavus
declorocurac
NRPS o 16%
omicina
surugamida
NRPS A/surugamid 95%
abD
ectoina ectoina 100%
T3PKS, T1PKS, o
o candicidina 95%
similar a NRPS
T1PKS, NRPS,
lantipéptido-clase-ii, antimicina 100%
similar a NRPS
valinomicina/
Similar a NRPS, _
Streptomyc | YIM montanastati 13%
NRPS
es 10021 Ambiental 21 na
violascens 2 SGR
T1PKS, NRPS 100%
PTM/SGR
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PTM
Compuesto
b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM

Compuesto d

ciclofaulknam

NRPS o 100%
icina
fluostatinas
LAP 4%
MQ
Lantipéptido-clase-iii Savia B 100%
manopeptimi
NRPS ) 51%
cina
NRPS WS9326 7%
surugamida
NRPS A/surugamid 100%
aD
NRPS dudomicina A 17%
ectoina ectoina 100%
valinomicina/
T3PKS montanastati 34%
na
T1PKS, similar a o
candicidina 95%
NRPS
T1PKS, NRPS,
lantipéptido-clase-ii, antimicina 100%
similar a NRPS
Similar a NRPS,
enduracidina 8%
NRPS
Streptomyc | DSM _ lantipéptido-clase-iii Savia B 75%
Industrial 26
es albus 40763 T1PKS, similar a
ECO-0501 19%
NRPS
NRPS dudomicina A 65%
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lantipéptido-clase-i,

xantolipina 65%
T1PKS, T2PKS
ectoina ectoina 100%
T1PKS ibomicina 78%
NRPS griseobactina 53%
Similar a NRPS, o
meilingicina 13%
T1PKS
guadinomina/
guadinomina
T1PKS _ 15%
B/acido
guadinémico
NRPS coelibactina 54%
NRPS, T1PKS antimicina 100%
T1PKS, similar a o
candicidina 95%
NRPS
T3PKS naringenina 100%
ectoina ectoina 100%
NRPS WS9326 7%
manopeptimi
NRPS ) 22%
cina
neoabisomici
Streptomyc
o SCsl T1PKS na/abisomici 78%
S
_ O Médico 20 na
koyangensi
5802 NRPS, similar a o
S enduracidina 6%
NRPS, T1PKS
SGR
PTM/SGR
PTM
Compuesto
T1PKS, NRPS 100%
b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM

Compuesto d
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NRPS, T1PKS,

lantipéptido-clase-ii, | oxalimicina B 9%
lantipéptido-clase-iii
NRPS, similar a ikarugamicin
12%
NRPS a
NRPS, T1PKS antimicina 100%
T1PKS, similar a o
candicidina 95%
NRPS
T3PKS naringenina 100%
isorenieraten
NRPS, T1PKS 85%
o]
ectoina ectoina 100%
surugamida
NRPS A/surugamid 85%
abD
declorocurac
NRPS o 16%
Streptomyc omicina
es NBH7 _ NRPS WS9326 7%
_ Ambiental 22
rutgersensi 7 NRPS, similar a _
cloranfenicol 17%
S NRPS
SGR
PTM/SGR
PTM
Compuesto
T1PKS, NRPS 100%
b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM
Compuesto d
T1PKS, similar a desoxihangta
S 14%
NRPS imicina
transAT-PKS, similar | largiimicina
a NRPS, NRPS, 38/largimicin 54%
similar a PKS a 39
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Streptomyc
es
coeruleorub

idus

ATCC
13740

SD

37

estreptamidin

T1PKS 100%
a
NRPS, T1PKS, o
o meilingicina 5%
similar a NRPS
similar a NRPS tetronasina 9%
ectoina ectoina 100%
NRPS, T1PKS rifamicina 9%
cada lado
NRPS Al/cada lado 19%
B
pigmento de
T2PKS 75%
esporas
estambomici
na
Alestambomi
cina
T1PKS _ 16%
B/estambomi
cina
Cl/estambomi
cinaD
tambjamina
T1PKS 17%
BE-18591
T2PKS, similar a cosmomicina
62%
NRPS D
formicamicin
T3PKS 16%
as AM
PKS-like yatakemicina 9%
NRPS celichelin 100%
NRPS, transAT-
PKS, similar a intomicina B 100%
NRPS, T1PKS
clorotricina/d
T1PKS 4%

esclorotricina
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T1PKS, NRPS,
T3PKS

alquilresorcin

ol

100%

Streptomyc
es
glaucescen

S

GLA.

Industrial

25

similar a NRPS

acarviostatin
a
I03/acarviost
atina
[I03/acarviost
atina 11103,
acarviostatin
alvo3

33%

NRPS, similar a
NRPS

tiazostatina/w
atasemicina
Alwatasemici
na B/2-
hidroxifeniltia
zolina
enantiopioqu
elina/isopioq

uelina

73%

T1PKS

nataxazol

7%

ectoina

ectoina

100%

T2PKS

tetracenomici

naC

100%

T2PKS

alociclinona

45%

NRPS

ciclofaulknam

icina

8%

Streptomyc
es

globisporus

TFH5

Agricola

27

T1PKS, NRPS

paulomicina

7%

T3PKS

alquilresorcin

ol

100%

T1PKS, NRPS

SGR
PTM/SGR
PTM

Compuesto

100%
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b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM

Compuesto d

T1PKS, NRPS, fosfinotricintri .y
0
similar a NRPS péptido
showdomicin
ectoina 35%
a
lantipéptido-clase-iii AmfS 100%
T1PKS, similar a o
enduracidina 8%
NRPS
laberintopepti
na
o ~ | A2/laberintop
lantipéptido-clase-iv _ 40%
eptina
Al/laberintop
eptina A3
albomicina
NRPS 100%
delta2
ectoina ectoina 100%
T3PKS lasalocida 9%
NRPS griseobactina 100%
clipibicyclene
/azabicyclene
B/azabicycle
NRPS 16%
ne
Clazabicycle
ne D
prejadomicin
Streptomyc a/rabelomicin
es F2 SD 30 T2PKS a/gaudimicin 25%
cavourensis a

C/gaudimicin
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a
D/UWM6/gau
dimicina A
lantipéptido-clase-iii AmiS 100%
similar a NRPS, _ o
salinomicina 12%
NRPS
bafilomicina
T1PKS 100%
Bl
10-epi-
HSAF/10-epi-
3-deOH-
HSAF/10-epi-
maltofilina/10
T1PKS, NRPS -epi- 100%
xanthobaccin
C/10-epi-
hidroximaltofi
lina/10-epi-
FI-2
NRPS crochelina A 12%
valinomicina/
NRPS montanastati 91%
na
alquilresorcin
T3PKS 100%
ol
NRPS, T1PKS,
o lactazol 33%
similar a NRPS
transAT-PKS, ) )
griseobactina 100%
T1PKS, NRPS
NRPS celichelin 81%
T3PKS naringenina 100%
ectoina ectoina 100%
SD 37 NRPS, T1PKS A-47934 8%
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Streptomyc
es griseus
subsp.

griseus

NBRC
13350

CDA1b/CDA

2a/CDA2b/C
NRPS, T3PKS DA3a/CDA3b 7%
/CDA4a/CDA
4b
NRPS, similar a _ o
lidamicina 41%
NRPS, T1PKS
SGR
PTM/SGR
PTM
Compuesto
NRPS, T1PKS 100%
b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM
Compuesto d
NRPS, similar a o
nucleocidina 47%
NRPS
lantipéptido-clase-iii AmfS 100%
T1PKS, similar a o
enduracidina 10%
NRPS
NRPS atratumicina 15%
kitacinamicin
a
A/kitacinamic
ina
B/kitacinamic
Similar a NRPS, ina
61%
NRPS Clkitacinamic

ina
D/kitacinamic

ina
E/kitacinamic

ina F
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malacidina

similar a PKS A/malacidina 5%
B
ectoina ectoina 100%
T1PKS griseoquelina 100%
estambomici
na
Alestambomi
cina
T1PKS 40%
B/estambomi
cina
Cl/estambomi
cinaD
iminimicina
T1PKS Aliminimicina 100%
B
T3PKS naringenina 100%
NRPS, transAT-
PKS, T1PKS, similar | _
a PKS, similar a griseobactina 100%
NRPS
T1PKS, NRPS balhimicina 8%
Similar a NRPS,
lantipéptido-clase-iv, | cicloheximida 100%
transAT-PKS
Streptomyc | YINM CDALD/CDA
es anulatus | 00001 sb 33 2a/CDAZDIC
NRPS, T3PKS DA3a/CDA3b 7%
/CDA4a/CDA
4b
NRPS, T1PKS dutomicina 4%
T1PKS lidamicina 17%
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SGR

PTM/SGR
PTM
Compuesto
NRPS, T1PKS 100%
b/SGR PTM
Compuesto
c/SGR PTM
Compuesto d
NRPS, similar a o
nucleocidina 47%
NRPS
warkimicina
T2PKS, NRPS CS1/warkimi 97%
cina CS2
lantipéptido-clase-iii AmfS 100%
T1PKS, similar a o
enduracidina 6%
NRPS
skyllamicina
ectoina, NRPS, o
D/skyllamicin 97%
T1PKS
akE
ectoina ectoina 75%
transAT-PKS antramicina 73%
lantipéptido-clase-ii, | estreptozotoc
_ 19%
NRPS ina
ectoina ectoina 100%
NRPS colismicina A 7%
T3PKS naringenina 100%
NRPS retimicina A 13%
NRPS griseobactina 100%
chejuenolida
lantipéptido-clase-i | A/chejuenolid 7%
Streptomyc
_ S10 SD 28 aB
es pratensis
similar a NRPS,
A33853 30%
NRPS, T1PKS
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NRPS

depsibosami
cina
B/depsibosa
micina
Cl/depsibosa

micina D

33%

T1PKS

tripartilactam
a/niizalactam
acC

96%

T1PKS, similar a
NRPS

quinolidomici

na A

42%

NRPS, T1PKS

coelibactina

100%

T1PKS

venturicidina
D/venturicidin
a
E/venturicidin
a
Fiventuricidin
aA

57%

transAT-PKS, similar
a PKS, NRPS

dumulmicina/
shuangdaolid
a
A/shuangdao
lida
C/shuangdao
lida
B/shuangdao
lida D

80%

T2PKS

pigmento de

esporas

83%

T3PKS

tetronasina

11%

T1PKS

hexacosalact

ona A

9%
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ectoina ectoina 100%
ectoina ectoina 100%
similar a NRPS,
0CS-2138 14%
NRPS
lantipéptido-clase-ii, | azalomicina
L 8%
lantipéptido-clase-iii F3a
clipibicyclene
/azabicyclene
B/azabicycle
NRPS 16%
ne
Cl/azabicycle
ne D
transAT-PKS, ) )
griseobactina 100%
T1PKS, NRPS
NRPS, T1PKS celichelin 81%
T3PKS naringenina 100%
ectoina ectoina 100%
o bottromicina
similar a NRPS 39%
Streptomyc ) A2
DSM Organismo :
es 32 NRPS ftoxazolina 4%
) 40593 modelo
microflavus prejadomicin
a/rabelomicin
a/gaudimicin
a
T2PKS o 27%
C/gaudimicin
a
D/UWM6/gau
dimicina A
lantipéptido keywimysin 100%
argimicina
Pl/argimicina
T1PKS 27%

Pll/nigrifactin

a/argimicina
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PIV/argimicin
a
PV/argimicin
a
PVI/argimicin
a PIX

lantipéptido-clase-ii

AmfS

100%

lantipéptido-clase-i

dehidroxinoc

ardamina

28%

similar a NRPS

indigoidina

17%

similar a NRPS,
NRPS

salinomicina

14%

similar a NRPS

formicamicin
as AM

11%

T1PKS, NRPS

10-epi-
HSAF/10-epi-
3-deOH-
HSAF/10-epi-
maltofilina/10
-epi-
xanthobaccin
C/10-epi-
hidroximaltofi
lina/10-epi-
Fl-2

100%

NRPS

valinomicina/
montanastati

na

56%

T3PKS

alquilresorcin

ol

100%

Streptomyc

es collinus

SQ

Industrial

25

T3PKS

flaviolina/1,
3,6, 8-

100%
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tetrahidroxina

ftaleno
hexacosalact
T1PKS, hglE-KS 13%
ona A
ectoina ectoina 100%
T2PKS, similar a aureonuclemi
) 56%
PKS, NRPS cina
pigmento de
T2PKS 83%
esporas
NRPS colibrimicina 21%
tambjamina
T1PKS 21%
BE-18591
informatipepti
NRPS 42%
na
flaviolina/1,
3,6, 8-
T3PKS _ _ 100%
tetrahidroxina
ftaleno
pigmento de
T2PKS 83%
esporas
flaviolina/1,
3, 6, 8-
T3PKS _ . 100%
tetrahidroxina
Streptomyc | JCM4 ftaleno
SD 23 . .
es tuirus 255 ectoina ectoina 100%
lantipéptido-clase-v | pristinina A3 23%
T2PKS colinomicina 96%
NRPS celichelin 100%
7-
T3PKS o 50%
prenilistatina
ATCC _ NRPS, similar a polioxipeptin
Industrial 32 10%
12236 NRPS a
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T1PKS, similar a

nistatina Al 31%
NRPS
flaviolina/1,
3,6, 8-
T3PKS _ _ 100%
tetrahidroxina
ftaleno
ectoina ectoina 100%
T2PKS vazabitida A 26%
gilvocarcina
T2PKS 88%
Streptomyc \Y
es acildepsipépti
o NRPS PSIPEP 78%
hawaiiensis dol
NRPS celichelin 100%
T1PKS, similar a ) )
tiotetroamida 64%
NRPS
. | informatipepti
lantipéptido-clase-iii 100%
na
maitansina/a
T1PKS nsacitocina 7%
P-3
T3PKS clipibicyclene 13%
laberintopepti
na
o | A2/laberintop
lantipéptido-clase-iii _ 40%
eptina
Streptomyc Al/laberinto
promy ATCC ] P
es SD 35 eptina A3
) 14922 : __
chartreusis misaugamici
na
T3PKS, NRPS _ _ 52%
A/misaugami
cinaB
NRPS, T1PKS prunipeptina 100%
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informatipepti

lantipéptido-clase-iii 100%
na
T2PKS kosinostatina 21%
polieno de
Pseudonocar
T1PKS o 39%
dia similar a
la nistatina
NRPS estenotricina 13%
camporidina
T1PKS Al/camporidin 50%
aB
pigmento de
T2PKS 75%
esporas
NRPS arginomicina 20%
NRPS isigamida 100%
T2PKS mayamicina 77%
ectoina ectoina 100%
T1PKS, NRPS celichelin 100%
Similar a NRPS, _ o
salinomicina 10%
T1PKS
o validamicina
similar a PKS 13%
A
o desoxihangta
similar a NRPS o 4%
imicina
ATCC lantipéptido-clase-i acaeolido 12%
10745 ectoina ectoina 100%
Streptomyc
: = SD 29 declorocurac
es fradiae NRPS o 20%
DSM omicina
40063 T1PKS, similar a ) o
bicomicina 20%
NRPS
similar a NRPS salinomicina 6%
clipibicyclene
NRPS 22%

/azabicyclene
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B/azabicycle
ne

Clazabicycle

ne D
. i acido-a-
lantipéptido-clase-ii, o
naflociclinoic 7%
NRPS )
o/fogacina
o diastafenazin
similar a NRPS, _ _ _
alizumifenazi 30%
T3PKS
na
bonnevillami
similar a NRPS, da
_ _ 26%
NRPS D/bonevillami
da E
actinomicina
NRPS 82%
D
ectoina ectoina 100%
Streptomyc pigmento de
2297 SD 19 T2PKS 66%
es parvulus esporas
lantipéptido-clase-iii Savia B 100%
NRPS celichelin 90%
T3PKS germicidina 100%
ectoina ectoina 100%
Tipo PKS, T1PKS nataxazol 66%
diazaquinomi
. _ _ cina
lantipéptido-clase-i _ _ 4%
Streptomyc H/diazaquino
139 SD 15 o
es tendae micina J
NRPS antimicina 100%
lantipéptido-clase-iii SAL-2242 77%
alquilresorcin
T3PKS 100%

ol
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pigmento de

T2PKS 83%
esporas
NRPS himastatina 36%
T1PKS primicina 8%
julicromo Q3-
T2PKS 3/julicromo 64%
Q3-5
ectoina ectoina 100%
pigmento de
T2PKS 83%
esporas
Streptomyc T1PKS, similar a microansami
) 66%
es NRPS cina
) ~ | BTU6 Agricola 24 _
griseorubigi NRPS atratumicina 34%
nosus metilenomici
T1PKS 19%
na
acido-a-
T2PKS naflociclinoic 59%
o/fogacina
o | informatipepti
lantipéptido-clase-iii 100%
na
T1PKS acaeolido 32%
NRPS enteromicina 12%
lantipéptido-clase-iv | acramicina 5%
hexacosalact
T1PKS 6%
ona A
alquilresorcin
T3PKS 100%
Streptomyc | ATCC ol
) SD 24
es vinaceus | 27476 lantipéptido-clase-iii Savia B 100%
flaviolina/1,
3,6, 8
T3PKS 100%

tetrahidroxina

ftaleno
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NRPS, lantipéptido-

clase-i, lantipéptido- jagaricina 13%
clase-ii
depsibosami
cina
B/depsibosa
NRPS o 14%
micina
C/depsibosa
micina D
lipopéptido
NRPS, similar a 8D1-
_ _ 4%
NRPS 1/lipopéptido
8D1-2
miharamicina
Similar a NRPS, _ o
B/miharamici 89%
T1PKS
na A
Tautomicetin
T1PKS 19%
a
NRPS celichelin 100%
cada lado
NRPS Al/cada lado 19%
B
T1PKS, lantipéptido- olimicina
Streptomyc ) o 97%
SCSi clase-i AJolimicina B
es SD 35 ___
_ O T05 NRPS, similar a _ _
olivaceus mirubactina 78%
PKS
NRPS esperanza 100%
NRPS nogalamicina 40%
micemicina
o C/micemicina
similar a PKS 91%

A/micemicina
B
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antibiético

NRPS diisonitrilo 55%
SF2768
lantipéptido-clase-i tobramicina 16%
NRPS, T1PKS xiamicina A 72%
NRPS, T2PKS, rishirilida
. . 100%
similar a PKS B/rishirilida A
lantipéptido-clase-ii Savia B 100%
pigmento de
T2PKS 66%
esporas
NRPS isigamida 50%
lantipéptido-clase-ii birimositida 87%
ectoina ectoina 100%
detoxina
P1/detoxina
NRPS _ 75%
P2/detoxina
P3
flaviolina/1,
3, 6, 8-
T3PKS _ . 100%
tetrahidroxina
ftaleno
T3PKS germicidina 100%
T1PKS, NRPS,
T3PKS, similar a loboforina A 93%
NRPS
NRPS enduracidina 14%
bonnevillami
SCSI Similar a NRPS, da
Streptomyc o ) ) 16%
O_ZH SD 25 similar a PKS D/bonevillami
es atratus
16 da E
pigmento de
T2PKS 83%
esporas
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Similar a NRPS,
T1PKS, NRPS

ilamicina
Bl/ilamicina
B2/ilamicina
Cl/ilamicina
C2/ilamicina
Dfilamicina
El

90%

ectoina

ectoina

100%

T1PKS

desulfocletra
micina/cletra

micina

12%

T3PKS

vazabitida A

17%

NRPS

atratumicina

94%

NRPS, T1PKS

montamida

Alcapsimicin

a/clifednamid
a

Alfrontalamid
a

Al/combamid

aA

55%

T1PKS, NRPS,

bombixamici
na
A/bombixami

cina B

51%

Similar a NRPS

raimonol

90%

NRPS

bonnevillami
da
D/bonevillami
daE

13%

NRPS, lantipéptido-

clase-ii

omnipeptina

9%
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esporolida

T1PKS Alesporolida 8%
B
cada lado
NRPS Al/cada lado 28%
B
desoxihangta
NRPS o 20%
imicina
ohmyungsam
NRPS, similar a ycin
100%
NRPS A/ohmyungs
amycin B
T1PKS butirolactol 26%
ectoina ectoina 100%
NRPS omnipeptina 4%
Streptomyc antibiético
NAO2 o .
es 064 Médico 20 NRPS diisonitrilo 33%
harbinensis SF2768
ikarugamicin
NRPS, T1PKS 60%
a
NRPS coelibactina 81%
baikalomicina
B/baikalomici
T1PKS, NRPS,
na 87%
T2PKS ) o
A/baikalomici
naC
T3PKS naringenina 100%
cada lado
Streptomyc
NRPS Al/cada lado 19%
es ATCC
SD 23 B
cinereorube | 19740
ectoina ectoina 100%
r
NRPS peucechelin 55%
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T2PKS

pigmento de

esporas

83%

T1PKS

neoabisomici
na/abisomici

na

56%

NRPS, T1PKS

megapolibact
ina
Acyc/megapo
libactina
Bcyc/megapo
libactina
C/megapolib
actina
D/megapolib
actina
E/megapolib

actina F

15%

NRPS

isigamida

50%

NRPS

clipibicyclene
/azabicyclene
B/azabicycle
ne
Clazabicycle
ne D

22%

T2PKS, similar a
NRPS

citrodina

82%

NRPS

lisocina

14%

Streptomyc
es

venezuelae

ATCC
10712

SD

30

ectoina

ectoina

100%

T1PKS, similar a
NRPS, T3PKS,
NRPS

tiazostatina/w
atasemicina
Alwatasemici
na B/2-
hidroxifeniltia

zolina

100%
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enantiopioqu

elina/isopioq
uelina
lantipéptido-clase-ii crisomicina 5%
lantipéptido-clase-iv venezuela 100%
similar a NRPS cloranfenicol 100%
o lactonamicin
similar a NRPS 10%
a
flaviolina/1,
3,6, 8
T3PKS _ _ 66%
tetrahidroxina
ftaleno
T2PKS auricina 55%
NRPS, similar a o
colibrimicina 53%
NRPS
lantipéptido-clase-iii Savia B 100%
pigmento de
T2PKS 83%
esporas
NRPS peucechelin 55%
alquilresorcin
T3PKS 100%
ol
NRPS, T3PKS coelibactina 100%
T3PKS germicidina 100%
lantipéptido-clase-iii Savia B 100%
NRPS nogalamicina 40%
coelimicina
Streptomyc _ T1PKS 100%
o TK24 Industrial 26 P1
es lividans
T1PKS, similar a undecilprodig
o 100%
NRPS iosina
pigmento de
T2PKS 66%
esporas
T2PKS actinorrodina 100%
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CDA1b/CDA

2a/CDA2b/C
NRPS DA3a/CDA3b 87%
/CDA4a/CDA
4b
ectoina ectoina 100%
flaviolina/1,
3, 6, 8-
T3PKS _ _ 100%
tetrahidroxina
ftaleno
NRPS celichelin 100%
L _ loboforina
lantipéptido-clase-i 5%
CR4
T1PKS leinamicina 2%
NRPS griseobactina 100%
T3PKS naringenina 100%
bombixamici
. . na
similar a NRPS _ _ 7%
A/bombixami
cina B
ectoina ectoina 100%
Streptomyc griseorhodina
T2PKS 100%
es A
_ S21 SD 32 _ __
violaceorub similar a NRPS enduracidina 8%
er showdomicin
ectoina 47%
a
NRPS rubradirina 8%
lantipéptido-clase-iii AmfS 100%
clipibicyclene
/azabicyclene
NRPS 22%

B/azabicycle

ne
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Cl/azabicycle

ne D
NRPS mitomicina 18%
0_
dialquilbence
Similar a NRPS no 1/o- 70%
dialquilbence
no 2
NRPS, T1PKS viomcina 100%
CDA1b/CDA
2a/CDA2b/C
T3PKS, NRPS DA3a/CDA3b 7%
/CDA4a/CDA
4b
T1PKS, NRPS A-47934 11%
lomaiviticin
A/lomaiviticin
NRPS, T2PKS, .
o C/lomaiviticin 66%
similar a NRPS
D/lomaiviticin
E
T1PKS, NRPS, ]
o celichelin 100%
lantipéptido-clase-v
neocarzilina
_ T1PKS, NRPS, -
Streptomyc | ACT1 | Organismo o A/neocarzilin 57%
29 similar a PKS
es pactum 2 modelo aB
transAT-PKS,
NRPS, similar a intomicina B 90%
NRPS
T1PKS, NRPS meilingicina 3%
BE-
43547A1/BE-
T1PKS, NRPS 15%
43547A2/BE-
43547AB1/B
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E-

43547AB2/B
E_
43547AB3/B
E_
43547AC1/B
E-43547AC2
T1PKS, T2PKS oligomicina 83%
T3PKS naftomicina A 9%
ectoina ectoina 100%
T1PKS, similar a o
candicidina 95%
NRPS
lactonamicin
T1PKS 8%
a
lomaiviticin
o Allomaiviticin
T2PKS, similar a o
C/lomaiviticin 74%
NRPS, NRPS o
D/lomaiviticin
E
Similar a NRPS, clorotricina/d
o 13%
T1PKS esclorotricina
guadinomina/
T3PKS, similar a guadinomina
_ 7%
NRPS B/acido
guadinémico
Streptomyc S .
ATCC lantipéptido-clase-iii Savia B 100%
es SD 24 — -
. 39115 lantipéptido-clase-i, )
viridosporus L . pigmento de
lantipéptido-clase-ii, 66%
esporas
NRPS
ectoina ectoina 100%
T1PKS enduracidina 29%
NRPS cinapeptina 100%
NRPS glicinocina A 20%
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Anexo B. Electroforesis en gel de agarosa para la estandarizacion e
identificacion de resultados de amplificacion del sistema PKS | de las cepas de

estudio.

. 14.162 13.103

1000 pb = -

- - sw
11.183. 39031 ° 6279 14.56

Gel de agarosa 1.5% 100 V 60mA 35 min
Observar a 1100-1200 pb

Anexo C. Electroforesis en gel de agarosa para la estandarizacion e
identificacion de resultados de amplificacion del sistema PKS Il de las cepas de

estudio.

09.123 09.163 09.178 09.180

09.170 09.179

et ER

09.32.2 11.107

09.04 = 09,157
e

09.209 09.216

-

09.188 09.212 09.230 09.250

W
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1000 pb



PKS II

14.90 -15.257 16.279
1000 pb
11.26 - 11:84 12103 12119 12135 12196 1293 13163 A4 A 1
15.188 16.202 15285
— NRPS I PKS II
13074, 14221 13183 == e v v L -
1000 pb > . &
¥ 7220040
14209 14277 1346  14126°°
R
N.f N.f N.f
18.130 18.130 18.130
NRPS 1 PKS I PKS 11
Gel de agarosa 1.5% 100 V 60mA 35 min
Observar a 1000 pb
Anexo D. Electroforesis en gel de agarosa para la estandarizacion e
identificacion de resultados de amplificacién del sistema NRPS | de las cepas
de estudio.
09.123 09.178 09.180 » -b‘ 09.209 09.230 09.250
800 pb = X - .

09.238  11.107

0808 R0tes Hoo17g 09212 09322 09252 0944  11.98

09.187
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1000 pb

1000 pb



ca—

! i
N

62.79 456 216
11.84 12.103 12.119 14.56 12.168

' e

39.031 14.162 13.103

11.90 12.113

T e e o
O RVENIN R R L ":‘-’“‘“"‘-"Lﬂ’a"":"'

15.188 16.202 16.285 4505 92766

14.90 15.257 16.279 16.81 7220040

Gel de agarosa 1.5% 100 V 60mA 35 min
Observar a 700-800 pb

Anexo E. Electroforesis en gel de agarosa para la estandarizaciéon e

identificacion de resultados de amplificacion del sistema Ectoina A de las cepas
de estudio.

ECTOINA A
09.04 09.157 09.170 09.179 &=  09.187  09.209 ~09.216

[S——]

==t

0123 00 GO e 09 90509188 09.212
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ECTOINA A

09.230 g :
14160 09.250 ~09.32.2 11.51
(+)121ss ot 11.107
600 pb - =
Bco
©09.23809.252 59944 11.26 11.84
1.90 121183 121294= 12167 10466
600 pb

.12.103: 12.119 #012:435-12.196:: 12:93

Gel de agarosa 1.5% 100 V 60mA 35 min
Observar a 633 pb

Anexo F. Electroforesis en gel de agarosa para la estandarizacion e
identificacion de resultados de amplificacion del sistema Ectoina C de las cepas

de estudio.

ECTOINA C

14.162
(+) 09.163 =09.178 09.180 g 1gg 09212 14.162

+
12.168 09.123 - ( ‘)12.168

© g |5 kd )

400 pb Bco : —r Bco

— 09.04_09.157 09.170 . -09.179 09.187 09:209 09.276,

ECTOINA C

14.162
) 09.230 09.32.2
12.168 2=-<°0 09.250 e

—] 11.107 11.51

— - — — -

09.238 09.252 09.44 1126 11.84
= Coie == -

19081271135 12.129 12.167. 12.66

12.103 12119 12,135 12.196 12.93

73



ECTOINA C

.

13.163 13.183 ‘ ] 14.118 14.209 14.277
400 pb - e

s ahog oroo gl A

400 pb

- 7220040

Gel de agarosa 1.5% 100 V 60mA 35 min
Observar a 414 pb
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10.Firma de asesores

Vo. Bo. del (Ia) o los (las) asesores (as) respecto a los contenidos académicos

QFB. Nora Lidla Sanchez Saucedo

Nombre y firma del asesor interno
Laboratorio de Produccion de Bioldgicos.
Numero econdémico: 18752

Dra. Janette B. Gonzalez Nava

Nombre y firma del asesor externo
Laboratorio de Microbiologia Médica y Ambiental, UAEMex
Cédula no. 12744827
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